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COPOLYMER ES RETICULES A BASE DE POLYMER ES POLYCARBOXYLIQUES 



L'invention concerne des copolymers reticules a base de polymeres polycarboxyliques 
non reticules, les dits copolymeres contenant au moins un polysaccharide 
polycarboxylique. L'invention concerne egalement un procede de preparation de ces 
copolymeres et leur utilisation notamment comme support dans les compositions 
pharmaceutiques. 

Certains composes a structure polymerique contenant un polysaccharide 
polycarboxylique, eventuellement modifie, ont ete decrits dans la litterature. Par exemple, 
la demande WO89/02445 decrit un gel a base d'acide hyaluronique ; mais ce gel ne 
comprend, dans sa structure, que de Tacide hyaluronique et aucun autre polymere 
polycarboxylique. Par ailleurs, aucun agent de reticulation est utilise par la preparation de 
ce gel. Le compose ainsi obtenu est principalement utilise en chirurgie. La demande 
W091/16881 decrit, entre autre, la combinaison d'un principe actif avec une matrice 
constitue d'un polymere modifie, c'est a dire sur lequel sont greffes des saccharides. Ce 
polymere modifie peut etre un polymere naturel tel que la chondroitine sulfate. Mais cette 
matrice ne contient qu'un seul type de polymere. 

Les copolymeres selon l'invention a base de polymeres polycarboxyliques, contiennent 
au moins un polysaccharide polycarboxylique et au moins un autre polymere 
polycarboxylique qui n'est pas un polysaccharide. L'association d'un polysaccharide 
avec un autre type de polymere polycarboxylique, permet de moduler les proprietes des 
polysaccharides telles que 1'hydrophilie. On peut ainsi obtenir des copolymeres avec des 
proprietes de degradation appropriees en fonction de leurs applications. Par ailleurs, les 
copolymeres selon Tinvention, sont avantageusement prepares en milieu aqueux. Ccci est 
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un reel avantage car il est presque impossible d'eliminer totalemcnt les solvants dans une 
structure polymerique : I'existence de traces de solvants aqueux residuels est en general 
plus facilement acceptable et acceptee que des traces de solvants organiques residuels tels 
que Ic dimethylsulfoxyde ou la dimethylformamide. 

L'invention a pour objet des copolymeres reticules a base de polymeres 
polycarboxyliques non reticules el d'un agent de reticulation comprenant au moins deux 
fonctions amine, les dits copolymeres comprenant au moins un polysaccharide 
polycarboxylique et au moins un autre polymere polycarboxylique non reticule qui n'est 
pas un polysaccharide polycarboxylique. 

Les polysaccharides polycarboxyliques non reticules peuvent etre choisis, par exemple, 
parmi les glycosaminoglycanes, I'acide pectinique, I'acide alginiquc, les derives 
carboxyliques du dextrane tels que les carboxymethyldextranes, ou les derives 
carboxyliques de la cellulose tels que les carboxymethylcelluloses. Parmi les 
glycosaminoglycanes, on peut citer I'acide hyaluronique, la chondroitine sulfate, 
I'heparine, le sulfate de dermatane, le sulfate d'heparane, le sulfate de keratane ou un 
melange dc ces derniers. Parmi les polymeres polycarboxyliques qui ne sont pas des 
polysaccharides, on peut citer le poly(acide glutamique), le poly(acide aspartiquc), le 
poly(acide maleique), le poly(acide malique) ou le poly(acide fumarique), les polymeres 
acryliques polycarboxyliques tels que le polyfacide acrylique), le poly(acide 
methacrylique) ou les copolymeres de ces derniers tels que les Eudragits® L et S. 
L'expression polymeres polycarboxyliques comprend les polymeres tels que definis ci- 
dessus mais egalement les derives partiellement ou totalement substitues de ces polymeres 
comme, par exemple, leurs esters, leurs amides ou leurs sels, les copolymeres contenant 
les unites presentes dans ces polymeres polycarboxyliques ou dans leurs derives tels que 
definies ci-dessus, mais aussi le melange de ces polymeres et/ou de leurs derives et/ou de 
leurs copolymeres tels que definis ci-dessus. 



L'invention a plus particulierement pour objet des copolymeres reticules tels que definis 
ci-dessus, caracterises en ce que le polysaccharide est choisi parmi I'acide pectinique ou 
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alginique, les glycosaminoglycanes, et de preference I'acide hyaluronique, la 
chondroitine sulfate, Pheparine, le sulfate de dermatane, le sulfate d'heparane, le sulfate 
dc keratane ou un melange de ces derniers. 

L'invention a plus particulierement pour objet des copolymeres reticules tels que definis 
ci-dessus, caracterises en ce que le polymere polycarboxylique non reticule qui n'est pas 
un polysaccharide polycarboxylique est choisi parmi les polymeres acryliques 
polycarboxyliques. le poly(acide glutamique), le poly(acide aspartique), le poly(acide 
maleique), le poly(acide malique) ou le poly(acide fumarique). De preference, le 
polymere polycarboxylique non reticule qui n'est pas un polysaccharide 
polycarboxylique, est un polymere acrylique polycarboxylique et plus particulierement lc 
poly(acide acrylique) ou le poly(acide methacrylique). 

Les polymeres polycarboxyliques selon l'invention, sont lies entre eux par un agent de 
reticulation. Cet agent de reticulation comprend au moins deux fonctions amines qui sont 
susceptibles de reagir avec les fonctions carboxyliques libres des dits polymeres 
carboxyliques non reticules. II peut etre choisi, par exemple, parmi les proteines, les 
polyamines, les triamines, les diamines, les acides amines naturels ou synthetiques, ou 
les derives des composes tels que definis ci-dessus comme, par exemple, leurs sels, leurs 
esters ou leurs amides. Parmi les acides amines, on peut citer, par exemple, I'arginine, la 
lysine, I'histidine et ('ornithine. Parmi les diamines, on peut citer Tethylenediamine, la 
butanediamine, 1'hexanediamine, I'heptanediamine, l'octanediamine ou la 
dodecanediamine. Parmi les polyamines, on peut citer le chitosane, les poly(acide amine) 
tels que la polylysine ou la polyornithine, ainsi que les copolymeres de ces polyamines. 
L'ageni de reticulation peut egalement etre choisi parmi les composes tels que la 
spermine, la spermidine, la melamine, la guanidine ou la diethylenetriamine. De 
preference, I'agent de reticulation utilise est un acide amine et avantageusement la lysine, 
l'ornithine ou I'histidine. 

L'invention a plus particulierement pour objet egalement des copolymeres reticules tels 
que definis ci-dessus, caracterises en ce que le polysaccharide polycarboxylique est un 
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polysaccharide polycarboxylique degradable par la flore microbienne du colon (el que la 
chondroitine sulfate. I'acide hyaluronique. I'acide pectinique ou I'heparine. 

L'invent.on a plus particulierement pour objet des copolymers reticules tels que definis 
ci-dessus. caracterises en ce que le polysaccharide polycarboxylique est la chondroitine 
sulfate e, I'autre dit polymere polycarboxylique est choisi parmi le P oly(acide acrylique, et 
le polyfacide methacrylique), et I'agent de reticulation est ia lysine ou I'histidine. 

invention a egalement pour objet un procede de preparat.on de copolymers reticules 
tels que definis ci-dessus, ledi. procede caracterise en ce que Ton fait reagir les dits 
polymeres polycarboxyliques non reticules constituan. le copolymere reticule. en " 
presence d'un activateur e, d'un agent de ret.culat.on comprenant au moins deux 
fonctions amme. dans un milieu reactionnel approprie. De preference, la preparat.on de 
copolymers reticules tels que definis ci-dessus s'effectue en milieu aqueux. 
Expression milieu aqueux signif.e un milieu ne contenant que de I'eau ou de I'eau 
melangee avec un ou plusieurs so.vants miscib.es a . eau te. que. par exemple. .'acetone 
ou les a.coo.s inferiors tels que I'cthanol. De preference le milieu aqueux ne comprend 
que de I'eau. La mise en ceuvre du procede se.on Invention peut s'effectuer de 
differentes manieres. En effet, le procede peut consister a me.anger ensemble les 
polymeres polycarboxyliques non reticules e, I'agent de reticulata, pu.s a rajouter 
.'activateur. Le procede de reticulation selon .'invention peut consister egalement a 
melanger ensemble les polymeres polycarboxyliques non reticules et .'activateur. puis a 
rajouter I'agent de reticulation. Le procede peut consister egalement a ret.culer un des 
polymeres polycarboxyl.ques non reticules constant du copolymere, en melangeant ce 
dit polymere avec I'agent de reticulation puis I'activaieur ou bien avec I'activateur puis 
I'agent de reticulation, puis a rajouter dans le milieu reactionnel au moins un autre 
polymere polycarboxylique non reticule, pour le reticuler avec le dit polymere present 
dans le melange reactionnel. Lots de la m,se en ceuvre du procede, les reactifs mis en 
presence peuvent etre prealablement solubilises dans le milieu reactionnel choisi. De 
preference, les polymeres polycarboxyliques non ret.cules ct I'agent de regulation son. 
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melanges ensemble dans un milieu aqueux jusqu'a solubilisation puis Pactivateur est 
rajoute. Le procede est mis en oeuvre a une temperature comprise entre -30 et 100°C, de 
preference entre 0 et 40 °C et de maniere tres preferentielle a temperature ambiante. La 
temperature de mise cn oeuvre du procede de reticulation est bien evidemment inferieure 
aux temperatures de degradation ou de decomposition des reactifs mis en presence. 

Les proportions relatives des reactifs que sont les polymeres polycarboxvliqucs non 
reticules, I'agent 'de reticulation et l'activateur, peuvent varier selon les caracteristiques 
des copolymers recherches. Les proportions des polymeres polycarboxvliques non 
reticules sont definies par rapport aux quantites molaires des fonctions carboxyliques 
presentes par unite de base. Les polymeres polycarboxvliques non reticules peuvent 
varier dans un rapport molairc compris entre 0,01 et 100. Le rapport molairc de I'agent de 
reticulation par rapport aux fonctions carboxyliques totales peut varier entre 0.01 et 100. 
Le rapport molaire de l'activateur par rapport aux fonctions carboxyliques totales peut 
varier entre 0,01 et 100. 

L'activateur peut etre choisi parmi les agents de couplage classiquement utilises en 
synthese peptidique. Ainsi l'activateur peut etre choisi, par exemple, parmi les 
carbodiimides, des derives des quinolines ou des anhydrides mixtes. Comme exemple de 
carbodiimides, on peut citer les hydrohalogenures tels que I'hydrochlorure de 
N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethyl carbodiimide (EDC), le N-cycIohexyl- 
N'-(2-morpholinoethyl) carbodiimide (CMC). Comme exemple des derives des 
quinolines, on peut citer la 2-ethoxy-N-ethoxycarbonyl-l,2-dihydroquinoline (EEDQ), la 
N-isobutoxycarbonyl-2-isobutoxy-I,2-dihydroquinoline (I1DQ), la N-isobu- 
toxycarbonyl-2-methoxy-l,2-dihydroquinoline (IMDQ), la N-isobutoxycarbonyi- 
2-ethoxy-L2-dihydroquinoline (IEDQ). Comme exemple d'anhydrides mixtes, on peut 
citer les chloroformates et plus particulierement Tisobutylchloroformate (1BC). De 
preference, l'activateur utilise est Thydrochlorure de N-(3-dimethylaminopropyl)-N'- 
ethyl carbodiimide. 
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Les copolymers reticules selon I'invention peuvent etre utilises, par exemple, dans les 
domaines pharmaceutiques, cosmetiques. biomedicaux, veterinaires, chimiques, 
agrochimiques ou agroalimentaires. 

Plus particulierement, I'invention a pour objet une composition pharmaceutique contenant 
5 au moins un principe actif ct t a titre de support incrte ou d'excipient, au moins un 
copolymere reticule selon 1'invention. L'expression principe actif designc toute substance 
ou melange de substances ayant une activite therapeutique. 

Une telle composition peut etre elaboree a partir de ces differents eomposants par toute 
technique classique connue de l'homme de l'art. Elle peut se presenter, par exemple, sous 

10. forme de comprimes matriciels, de comprimes enrobes par les copolymers de la presente 
invention, dc comprimes multicouches, de pellets matriciels. de pellets ou des 
microparticulcs enrobes par les copolymers de la presente invention. Ces microparticules 
et pellets peuvent etre contenus ou non dans des capsules. Elle peut se presenter 
egalement sous forme de microparticules ou de nanoparticules dont Tun au moins des 

15 constituants est un copolymere de la presente invention ou bien sous toute autre forme 
permettant une administration orale. Elle peut se presenter egalement sous toute autre 
forme adaptee au mode d'administration choisi ou approprie telle que des suppositoires 
ou des preparations pour application locale ou pour injection. La quantite du principe actif 
permettant une action pharmacologique efficace, en particulier therapeutique, peut varier 

20 en fonction de la nature du principe actif, de Tage et/ou de la maladie du patient a traiter. 

La presente invention a egalement pour objet I'ulilisation d'une composition 
pharmaceutique selon Tirivention pour une liberation controlee du ou des principes actifs 
qu'elle contient. 

De telles compositions peuvent egalement posseder d'autres caracteristiques qui 
25 dependent eventuellement des caracteristiques des polymeres poiycarboxyliques de depart 
telles que la bioadhesion. Ainsi, une composition pharmaceutique selon Tinvention peut 
egalement etre utilisee en tant que systeme pharmaceutique biadhesif. La presente 
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tnventton a done egalement pour objet I'utilisation d'une composition pharmaceutique 
selon 1'invention en tant quesysteme bioadhesif. 

Des compositions telles definies ei-dessus dans lesquelles le polysaccharide 
polycarboxylique est degradable par la flore du colon, peuvent egalement etre u.ilisee en 
tant que systeme a liberation specifique au niveau du colon par action de la flore 
microbienne. Le concept de la liberation specifique au niveau du colon par action de la 
flore microbienne. est base sur la propriete du colon de posseder une flore microbienne 
tres abondante qui, de plus, a la potentate de metaboliser des substances faiblement ou 
non degradees par la partie haute du tube digestif. De telles compositions sont 
particulierement adaptees pour vehiculer des principes actifs destines au traitement des 
ma.ad,es du colon, ce qui permet d'augmenter leur efficaate et de diminuer leurs effets 
secondaires. Parmi ces principes actifs figurent les s.eroides telles que la dexamethasone 
e« .'hydrocortisone, les anti-inflammatoires non steroidiens tels que I'acide 
5-aminosahcy.ique, les antineoplasiques tels que le methotrexate, le tamox.fene, les 
anuspasmodiques et les agents chimiotherap.ques. De telles compositions sont 
part,cu,ierement adaptees egalement pour vehiculer des principes actifs qui son. absorbes 
de facon plus efficace au niveau du colon tels que les steroides ou la xanthine. Leur 
administrate directe au niveau du colon permet d'augmenter leur efficacite. De telles 
compositions sont particulierement adaptees egalement pour vehiculer des pnncipes actifs 
qui sont degrades dans les parties hautes du tube digestif. Parmi ces principes actifs, on 
peut citer les peptides e. les proteines tels que les vaccins oraux, I'.nsu.inc, les peptides 
contraceptifs, les pept.des activateurs du p.asminogene, les peptides de croissance 
LH/RH. 

Les exemples suivants sont presentes pour illustrer les procedures ci-dessus et ne doivent 
en aucun cas etre consideres comme une limite a la portee de 1'invention. 
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P ARTIE EXPERIMENT ALE 
EXEMPLE 1 

1,33 g de sel sodique de chondroitine sulfate (A a 70%, C a 30 %) (CS), 0,29 g de sel 
sodique d'acidc polymethacrylique (PMA) et 3,35 g de monochlorhydrate de L-lysine 
sont melanges ensemble dans 9 ml d'eau bidistillee jusqu'a obtention d'une solution 
limpide qui est par la suite degazee. Puis on ajoutc 4.59 g de chlorhydrate dc N-ethyl- 
N'-(3-dimethylaminopropyt) carbodiimide (EDC). Le pH est maintenu entre 6 et 7 par 
ajout successif d'acide chlorhydrique 2,5 N. La reactionist effeciuee temperature" 
ambiante pendant 6 heures. Puis le milieu reactionncl est transvase dans un boudin de 
dialyse (Spectra/por, de seuil de coupure 12-14 KD) et dialyse 4 fois contrc 4 litres d'eau 
a chaque fois. Le precipitc ainsi obtenu est lave a I'cau puis seche. On obiient le 
copolymere de chondroitine sulfate et d'acide polymethacrylique recherche de masse 
moyenne 1,53 ± 0,12 g. L'utilisation du soufre comme marqueur de la chondroitine 
sulfate permet dc definir, par une analyse elementatre, le pourcentage en masse de 
chondroitine sulfate dans le copolymere qui est egal a 59 ± 2 %. 

EXEMPLE 2 

On iravaille de la meme maniere que dans I'exemple 1, mais en utilisani 1,77 g de 
monochlorhydrate de L-lysine et 2,76 g d'EDC. La masse du copolymere obtenu est de 
1,06 ± 0,15 g ; le pourcentage en masse de CS dans le precipite est de 55 ± 2. 

EXEMPLE .1 

On travaille de la meme maniere que dans I'exemple 1. mais en utilisant 7,06 g de 
monochlorhydrate de L-lysine et 8,21 g d'EDC. La masse du copolymere obtenu est de 
1,61 * 0.12 g ; le pourcentage en masse de CS dans le precipitc est de 6 1 * 1 . 
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On travai.le de ,a meme maniere que dans ,'exemple ,. ma ,s e„ uti ,isa„, 3 g , histidinc k 
•a place de ,a L-Lysine. La ma sse du copolvmere ob.enu es, de ,«, 4 * 0 0, g • „ 
pourcentage en masse de CS dans le precipi.e est de 48 * 3. 



5 EXEMPF F 5 



On travaille de la meme maniere que dans I'exemnlr I m v 

H ua "i> 'exemple I, mais en utiiisant 0.43 g de PMA 

4.5 g d, .nonoc^nvOra.e de L-, ysi „e „ 5 , 82 , , EDC La ^ ^ ^ 
ob.cn, es, de m ± 0.05 g ; , e poMcen , age £ „ _ ^ q ^ ^ ^ ^ 



58 ± 2 
EXEMPt F * 



On travaille de la meme maniere que dans I'exemnl.. i ma 

cians i exemplc 1, ma.s en uiihsant 0,58 g de PMA 

=.45 8 de m o„och, MM ,a,e de L, ysi „e e, 7,05 , d'EDC. La m asse du eopo^e, 

— « de 2.07 , 0,0, , ; „ pource „, aee „ m _ ^ ^ fc ^ ^ 



:mple 7 



Das essa,s de so, uWliMlion du copolym „ e de ^ , ^ ^ ^ ^ 
■*« e, m6 ,a„ ges de solvams su „ an , s ; „ , p() 3 ^ ? ^ 

,e.-an y d ro ,„,ane. dichioro™^. di mS ,„ ylsu , foxvde , dimahulac „ am]de ac ^; 
d .o,a„, ,„e, hylamine , chlMoformei fthe , de ^ h£xMe ^^^^^ ^ 

b^e, hep,a„e, a,c 0 o, , s „ propyllque , , ^ ^ ^ 

(50%/50%), melange eau /ethanol (50%/50%). 

U eopo lym e,e es, iMoluHe dans 10u! „ ^ m ^ ^ ^ ^ ^ 
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Etude de la degradation enzvmatique de copolymeres 

1- etude spectroscopique 

Nous etudions ici la degradation des copolymeres de 1'invention a base dc chondroitinc 
sulfate, par les chondroitinases, enzymes de la flore microbienne du colon, 

5 Des suspensions de copolymeres des exemples 1 a 6, dans un tampon 
(acetate/tris/alburnine) de pH 7,3, sont preparees et agitees pour se stabiliser quelques 
heures. Les suspensions contiennent 67 mg de CS/ml de tampon. Une solution de 
chondroitinases est rajoutee a raison de 3.10*^ UE (Unite Enzvmatique) pour chaque mg 
de CS contenue dans la suspension. Le melange est incube a 37°C. A des temps 

10 determines, une suspension est centrifugee a 4°C puis filtree. Ensuite, une etude de 
I'absorbance UV du surnageant est effectuee. Les disaccharidcs provenant de la 
degradation de la CS ont un maximum d'absorption a 230-240 nm (Yamagata, T.et 
aL,y.flio/.C/iem.,243j[71:l523-l535(1968) ; Salyers, A. et coll., J .BacterioL, 
1 43(2^ :772-780^. Le temoin est une solution de CS non reticulee preparec dans les 

15 memes conditions operatoires que ci-dessus. 

Les cinetiques d'apparition en solution des disaccharides provenant de la degradation de 
la CS non reticulee et du copolymere obtcnu dans l'cxemple 1 sont presentees dans la 
figure 1 ci-apres. 

Ces resultats montrent que le copolymere de I'exemple I est degrade par les enzymes. La 
20 comparaison de la degradation du copolymere de I'exemple 1 avec celle du temoin, 
montre que le copolymere, bien que reticule, est rapidement degrade par les enzymes. 

On procede de la memc fagon sur les copolymeres des exemples 2 a 6 : les resultats 
montrent que ces copolymeres contenant la CS sont degrades par les chondroitinases. 
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2- etude rheolopique 

La degradation enzymatique des copolymers entraine I'apparition de chaines 
moleculaires de plus petites failles et devrait entrainer par consequent la diminution de la 
viscosite du milieu dans lequel ils sont en suspension. 

5 Une suspension de copolymere de l'exemple 1 dans le melange tampon 
(tris/acetate/albumine) est preparee dans les memes conditions operatoires que celles 
utilisees dans l'etude spectroscopique telle presentee ci-dessus. Puis, 4 ml dc suspension 
sont incubes dans le cylindre du rheometre (RS100 Haake) maintenu a 37°C. La mesute 
de la viscosite (h) initiale est effectuee. Ensuite, 0,8 UE de chondroitinascs dissoutes 
10 dans 160 ml d'eau sont rajoutees a la suspension. Le temoin est une suspension de 
copolymere de l'exemple 1 preparee dans les conditions operatoires precedemrnent 
decrites, sans ajout d'enzyme et diluee dans 160 ml d'eau. devolution de la viscosite est 
suivie au cours du temps. L'essai est effectue deux fois pour chaque test. 

La figure 2 est une representation semi-Iogarithmique de 1'evolution de la viscosite de la 
15 suspension du copolymere de l'exemple 1 en presence d'enzymes (ligne continue) ou en 
absence d'enzymes (ligne temoin en pointille). La viscosite du temoin qui est de I'ordre 
de 17± 3 mPa.s, ne varie pas au cours du temps. Par contre, en presence d'enzymes, la 
viscosite chute progressivement de 17 mPa.s jusqu'a 3 mPa.s en 55 minutes puis 
devient quasi-stable. Cette chute importante de la viscosite s'explique par la degradation 
20 du copolymere par les enzymes. 

De plus, suite aux etudes spectroscopique et rheologique ci-dessus menees dans les 
memes conditions operatoires, on peut remarquer, au bout de 55 minutes d'incubation en 
presence d'enzymes, une chute quasi totale de la viscosite alors qu'il n'y a seulement 
qu'une partie des disaccharides provenant de la degradation de la CS qui est detectee en 
25 solution. Ainsi, la degradation de quelques sites du copolymere par les enzymes suffit 
pour avoir un effondrement du reseau tridimensionnel du copolymere. 
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Les copolymers reticules des exemples 1 a 6 sont tamises pu.s melanges avcc de Tacide 
aminosalicylique (5ASA) et du stearate de magnes.um (rapport mass.que 79.5/20/0,5). 



Puis des comprimes de 250 mg et de durcte > 100 N 



directe. 



sont prepares par compression 



Des essais de dissolution son. 'effectual sur les comprimes ainsi prepares, dans un 
appareillage a palette tournante (DISSOLUTEST) a 37'C sous unc agitat.on de 
50 tours/minutes. Les milieux de dissolution utilises sont un melange tampon de P H 1,2 
et 7,5 correspondant respectivement aux milieux gastnque et intestinal artificiels (sans 
enzymes). Pour chaque formule et dans chaque milieu, I'essai est repcte trois fois. A des 
temps determines, un echantillon du milieu de dissolution est preleve et filtre. Le dosage 
du 5 ASA est effectue par spectroscopic UV. 

Le tableau 1 ci-dessous recapitule les temps (en heure) de liberation de 50 % de la dose 
initiale du 5ASA (l 50 %). obtenus en milieux gastrique et intestinal artificiels. 



. Tahlpan 1 


Exemple 


150% 


'50% 




(milieu gastrique) 


(milieu intestinal) 


1 


2,88 


7,66 


-» 


1.42 


1.61 


3 


6,48 


8.29 


4 


1,22 


1.59 


5 


7,94 


8,65 


6 


7.96 


11,05 



En milieu gastrique, les t 50 % varient entre 1,2 et 8 heures permettan. ainsi de moduler la 
liberation du principe actif et cela en fonction de la nature des copolymer. Parmi ces 
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copolymeres, les copolymeres des exemp.es 3, 5 et 6. ayant respectivement des , 50% de 
6,5 ; 7,9 et 8 h, moderent de facon importante la liberation du principc actif. 

En milieu intestinal, les t 50 % varient entre 1,6 el II h permettant egalement de moduler la 
liberation du principe actif et cela en fonction de la nature des copolymeres. De plus, une 
moderation importante de ia liberate du principe actif est ob.enue avec les copolymeres 
des exemp.es 1, 3, 5 et 6 . En effet les , 50% obtenus avec ces copolymeres sont 
respectivement de 7,7 ; 8,3 ; 8,7 et 11 h. 

Ainsi. les copolymeres synthases permettent de realiser des systemes pharmaceutics a 
liberation contro.ee et cela en fonction des caracteristiqucs des copolymeres reticules. 
Plus particulierement, ceux qui possedent la propriete de moderer de facon importante la 
liberation du principe actif et d'etre degradab.es par les chondroit.nases. semblen. e.re des 
candidats interessants pour realiser des systemes a liberation au niveau du colon par 
action de la flore microbienne. 
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REVINDICATIONS 



1- Copolymeres reticules a base de poly meres polycarboxyliques non reticules et d'un 
agent de reticulation comprenant au moins deux fonctions amine, les dits copolymeres 
comprenant au moins un polysaccharide polycarboxylique et au moins un autre poly mere 
polycarboxylique non reticule qui n'est pas un polysaccharide polycarboxylique. 

5 2- Copolymeres selon la revendication I, caracterises en ce que le polysaccharide 
polycarboxylique est choisi parmi les glycosaminoglycanes, I'acide pectinique ou 
alginique. 

3- Copolymeres selon Tune des revendications 1 a 2, caracterises en cc que le 
polysaccharide polycarboxylique est un glycosaminoglycane choisi parmi I'acide 

10 hyaluronique, la chondroitine sulfate, I'heparine, le sulfate de dermatane, le sulfate 
d'heparane, le sulfate de keratane. 

4- Copolymeres selon Tune des revendications 1 a 3, caracterises en ce que le polymere 
polycarboxylique non reticule qui n'est pas un polysaccharide polycarboxylique est choisi 
parmi les polymeres acryliques polycarboxyliques, Ic poly(acide glutamique), le 

15 poly(acide aspartique), le poly(acide maleique), le po!y(acide malique) ou le poly(acide 
fumarique). 

5- Copolymeres selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterises en ce que le 
polymere polycarboxylique non reticule qui n'est pas un polysaccharide 
polycarboxylique, est un polymere acrylique polycarboxylique. 

20 6- Copolymeres selon la revendication 5, caracterises en ce que le polymere acrylique 
polycarboxylique est le poly(acide acrylique) ou le poly(acidc methacrylique). 
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7- Copolymers seloimme quelconque des revendications 1 a 6, dans lesquels I'agent dc 
reticulation est choisi parmi les diamines, les acides amines naturels ou synthetiques ou 
les polyamines. 

.8- Copolymeres selon la revendication 7 dans lesquels I'acide amine est choisi parmi la 
lysine, I'histidine ou I'ornithine. 

9- Copolymeres selon la revendication 7 dans lesquels la diamine est choisie parmi 
I'ethylenediamine, la butanediamine, l'hexanediamine, l'heptanediamine, I'octancdiamine 
et la dodecanediamine. 

10- Copolymeres selon la revendication 7 dans lesquels ia polyamine est choisie parmi le 
chitosane, la polyornithine ou la polylysine. 

11- Copolymeres selon Tune des revendications 1 a 10, caracterises en ce que le 
polysaccharide polycarboxylique est degradable par la flore du colon. 

12- Copolymeres selon la revendication 11, caracterises en ce que le polysaccharide 
polycarboxylique est choisi parmi la chondroitine sulfate, I'acide hyaluronique, I'acide 
pectinique ou 1'heparine. 

13- Copolymeres selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, 1 1 et 12, caracterises 
en ce que ie polysaccharide polycarboxylique est la chondroitine sulfate, ['autre dit 
polymere polycarboxylique est le poly(acide acrylique) ou le polyfacidc methacrylique), 
et I'agent de reticulation est la lysine ou I'histidine. 

14- Procede de preparation de copolymeres selon Tune quelconque des revendications 1 a 
13, caracterise en ce que Ton fait reagir, en milieu aqueux, les dits polymeres 
polycarboxyliques non reticules, en presence d'un activateur et dudit agent de 
reticulation. 



15- Procede selon la revendication 14, dans lequel Tactivateur est choisi parmi les 
carbodiimides, les derives des quinolines et les anhydrides mixtes. 
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16- Composition pharmaceutique contenant au mens un principe actif et. a ntre de 
supper, inerte ou d'excipient. au moins un copolymere selon Tune des rcvendications 1 
a 10. 

17 - Composiuon pharmaceutique contenant au moins un principe actif et, a titre de 
support inerte ou d'excipient, au moins un copolymere selon Tune des revendicat.ons . 1 
a 13. 

18 - Utilisation d'une composition pharmaceutique se.on I'une des revendications 16 a 17 
pour une liberation controlee. 

19 - Utilisation d'une composite pharmaceutique selon I'une des revendicat.ons 16 a 17 
en tant que systeme pharmaceutique bioadnesif. 

20 - Utilisation d'une composition pharmaceutic selon .a revendica.ion 17 pour une 
liberation specifique du principe actif au niveau du colon. 

21 - Util.sat.on selon la revendication 20 pour vehicu.er le princ.pe actif destine au 
traitement des maladies du colon. 

22 - Utilisation selon la revend.cat.on 20 pour veh.cu.er le pnncipe actif qui est absorbe 
au niveau du colon. 

23 - Utilisation selon la revendication 20 pour vehiculer le principe act.f qui est degrade 
dans les parties hautes du tube digestif. 
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The invention relates to cross-linked copolymers based on non cross-linked 
polycarboxylic polymers,_ said_ copolymers containing at least a polycarboxylic 
polysaccharide. The invention also relates to a process for the preparation of these 
5 co polymers and their use in particular as a support for pharmaceutical compositions. 

Certain compounds with a polymeric structure containing a polycarboxylic 
polysaccharide, optionally modified, have been described in the literature. For example, 
Patent Application WO 89/02445 des cribes a gel based on hyaluronic acid: but, in its 
structure, this gel only comprises hyaluronic acid and no other polycarboxylic polymer. 

10 Moreover, no cross-linking agent is used in the preparation of this gel. The compound 
obtained in this way is mainly used in surgery. Patent Application W091/16881 
describes, among others, the combination of an active ingredient with a matrix 
constituted by a modified polymer, i. e. to which saccharides are grafted. This modified 
polymer can be a natural polymer such as chondroitin sulphate. However, this matrix 

1 5 contains only one type of polymer. 

The copolymers according to the invention based on p olycarboxylic polymers, ^contain 
at least one polyca'rboxylic polysaccharide an d at least one other polycarboxylic- 
polymer which- is not a polysaccharide ^ The combination of a polysaccharide^yith 
another type of poly carboxylic p olymer^ all ows the modulation of the properties of the 

20 polysaccharides such as th ^ hydrophilicity . In this way copolymers can^be^obtained 
wi th appropriate degradation properties according to their uses. Moreover, the 
copolymers according to the invention are advantageously prepared in an a queous 
medium. This is a real advantage as it is almost impossible to totally eliminate the 
solvents in a polymer structures th e existence of traces of residu al aqueous solv ents is 

25 generally mote easily a cceptable and acc epted than traces of residual organic solvents 
such as dimethylsulphoxide or dimethylformamide. 



-2- 



A subject of the invention is cross-linked copolymers based on non cross-linked 
polycarboxylic polymers and a cross-linking agent comprising at least two amine 
functions, said copolymers comprising at least one p Qlycarboxylic polysaccharid e and 
at least one other j ion gross-linked polycarboxylic polymer which is not a 
5 polycarboxylic polysaccharide*. 

The non cross-lin ked polycarboxylic polysacch aride can be chosen, for example, from 
^lycosaminoglycans, pectinic acid, alginic acid, carboxylic derivatives of dextran such 
ag the carboxym etliYldex trans, orj he carboxylic derivat ives of cellulose such as 
carboxymethylcelluloses. Among the glycosaminoglycans, there can be mentioned 
10 hyaluronic acid, chondroitin sulphate, heparin, dermatan sulphate, heparan sulphate, 
keratan sulphate or a mixture of the latter. Among the polycarboxylic polymers which 
are not polysaccharides, there can be mentioned poly (glutamic acid), poly(aspartic 
acid), poly(maleic acid), poly(malic acid) or poly(fumaric acid), the_jxdycarboxylic 
acrylicjaol ^mers such as poly(acrylic acid), poly(methacrylic acid) or the copolymers of 
15 the latter such as Eudragits® L and S. The expression polycarboxylic polymers includes 
t he polymers a s defined above but_a lso the part W or totally substituted derivatives ofi 
these polymers such as^ for example, their esters, their amides or their salts, copolymers 
containing the units present in these polycarboxylic polymers or in their derivatives as 
defined above, but also a mixture of these polymers and/or of their derivatives and/or of 
20 their copolymers as defined above. 

A more particular subject of the invention is c ross-linked copolyme rs as defined above , 
characterized in that the polysacc haride i s cho sen from ggctinic or algiiyc acid , 
^fycosaminogly^is, and preferably hyaluronic acid, chondroitin sulphate, heparin, 
dermatan sulphate, heparan sulphate, keratan sulphate or a mixture of the latter. 

25 A more particular subject of the invention is cross-linked copolymers as defined above, 
characterized in that the non p.rnss-)ipkfiH polyr.arhnxylic polymer which is not a 
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polycarboxyl ic polysaccharide, j s chosen from polycarboxylic a crylic polymer s, 
poly(glutamic acid), poly(aspartic acid), poly(maleic acid), poly(malic acid) or 
poly(fumaric acid). The non cross-linked polycarboxylic polymer, which is preferably 
n ot a polycarb ox ylic polysac charide, is a polycarboxylic acryl i c polymer and m ore 
5 particularly pol^(aciylic_add) or poly(metl mcry lie ac id)^ - 

The polycarboxylic polymers according to the invention are linked together by a cross- 
linking agent. This cross-linking agent comprises at least two amine functions which 
are capable of reacting with the free carboxylic functions of said non cross-linked 
carboxylic polymers. It can be chosen, for example, from proteins ^polyamines, 

10 .t hiamine s, diamines, natural or synthetic amino acids, or the derivatives of compounds 
' 

as defined above such as, for example, their salts, esters or amides. Among the amino 
acids there can be mentioned, for example, arginine, lysine, histidine and ornithine. 
Among the diamines there can be mentioned, ethylenediamine, butanediamine, 
hexanediamine, heptanediamine, octanediamine or dodecanediamine. Among 
15 polyamines there can be mentioned, chitosan, poly(amino acid) such as polylysine or 
polyornithine, as well as the copolymers of these polyamines. The cross-linking agent 
can also be chosen from compounds such as spermine, spermidine, melamine, 
guanidine or diethylenetriamine The cross-linking agent used is preferably an amino 
acid and advantageously lysine, ornithine or histidine. 

20 A more particular subject of the invention is also f cross-linked copolymers as d efined 
above, characterized in that the polycarboxylic polysaccharide is a polycarboxylic 
polysaccharide wh ich can be degraded by th e microbial flora of the colon such as 
c hondroitin sulphate, hyal uronic acid, pectinic acid or heparin. 

A more particular subject of the invention i s cross-linked copolymers as^d efined above, 
25 characterized in that the polycarboxylic polysaccharide is chondroitin sulphate and the 
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other said polycarboxylic polymer is chosen from po ly(acrylic acid) and 
poly(methacrylic acid), and the cross-linking agent is lysine or histidine. 

A subject of the invention is also a process for the preparation of cross-linked 
copolymers as defined above, said process characterized in that said nojij^ss^linke^ 
polyc arboxylic polymers c onstituting the cross-linked copolymer are reactedjnjhe 
presence o f. an act ivator and a cross-linking agent comprising at least^wQamine^ 
functions, in an appropriate reaction medium. The preparation of the cross-linked 
copolymers as defined above is preferably carried out in an aqueous medium. The 
expression aqueous medium means a medium only containing water or water mixed 
10 with one or more solvents which are miscible with water such as, for example, acetone 
or lower alcohols such as ethanol. The aqueous medium preferably only comprises 
water. The implementation of the process according to the invention can be carriedout 
in various manners. In fact, the process may consist i n mixing non cross-linked 
polycarboxylic polymers and J he cr oss-linkin g ag ent then -adding the ac tivator . The 
15 cross-linking process according to the invention can also consist in mixing together n6n 
cross-linked polycarboxylic polymers and t he activator, then adding the cross-linking 
agent. The process may also consist in cross-linking one of the non cross-linked 
polycarboxylic polymers constituting the copolymer, mixing said polymer with the 
cross-linking agent then the activator, or the activator then the cross-linking agent, then 
20 adding at least one other non cross-linked polycarboxylic polymer to the reaction 
medium, in order to cross-link it with said polymer present in the reaction mixture. 
^ During the implementation of the process, the reagents introduced can previously be 
solubilized in the chosen reaction medium. The non cross-linked polycarboxylic 
polymers and the cross-linking agent are preferably mixed togetheri n an aqueous, 
25 medium until solubiliz ation, then the activator is added. The process is implemented at 
a temperature comprised between -30° to 100° C, preferably between 0 and 40° C, and 
more preferably at ambient temperature. The implementation process for the cross- 
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linking process is of course lower than the degradation or decomposition temperatures 
of the reagents introduced. 

The relative proportions of the reagents constituted by the non cross-linked 
polycarboxylic polymers, the cross-linking agent and the activator, can vary according 
5 to the characteristics of the sought copolymers. The proportions of the non cross-linked 
polycarboxylic polymers are defined with respect to the molar quantities of the 
carboxylic functions present per base unit. The non cross-linked polycarboxylic 
polymers can vary within a molar ratio comprised between 0.01 and 100. The molar 
ratio of the cross-linking agent with respect to the total carboxylic functions can vary 
10 between 0.01 and 100. The molar ratio of the activator with respect to the total 
carboxylic functions can vary from 0.01 and 100. 

The activator can be chosen from coupling agents in standard use in peptide synthesis. 
The activator can thus be chosen, for example, from carbodiimides, quinoline 
derivatives or mixed anhydrides. As examples of carbodiimides, there can be mentioned 
15 hydrohdogemde^juch^as N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethyl carbodiimide 
hydrochloride (EDC), N-cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl) carbodiimide (CMC). As 
examples of quinoline derivatives, there can be mentioned 2-ethoxy-N-ethoxycarbonyl- 
1 ,2-dihydroquinoline (EEDQ), N-isobutoxycarbonyl-2-isobutoxy-l,2-dihydroquinoline 

(IIDQ), N-isobutoxycarbonyl-2-methoxy-l,2-dihydroquinoline (IMDQ), N- 
20 isobutoxycarbonyl-2-ethoxy-l,2-dihydroquinoline (IEDQ). As examples of mixed 

anhydrides there can be mentioned chloroformates and more particularly 

isobutylchloroformate (IBC). The activator used is preferably N-(3- 

dimethylaminopropyl)-N'-ethyl carbodiimide hydrochloride. 

The cross-linked copolymers according to the invention can be used, for example, in the 
25 £harmaceutical, cosmetic, biomedical, veterinary, chemical, agro-chemical or agro- 
aiimentary fields. 
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A more particular subject of the invention is a pharmaceutical composition containing 
at least one active ingredient and, as an i nert support or an excipient, at le ast one cross- 
linked copolymer according to the invention. The expression active ingredient means 
any substance or a mixture of substances having a therapeutic activity. 

5 Such a composition can be produced from these different components by any standard 
technique known to a person skilled in the art. They can be presented, for example,, in 
the form of matrix tablets, tablets coated with the copolymers of the present invention, 
multi-layered tablets, matrix pellets, pellets, or microparticles coated with the 
copolymers of the invention. These microparticles and pellets may or may not be 

10 contained in capsules. It^can also be, presented in the form of microparticles or 
nanoparticles at least one constituent of which is a copolymer of the present invention 
or else in any form allowing oral .administration. It can also be presented in any form 
suited for the..chosen,pr appropriate administration method.such as suppositories, or 
preparations for local application or injection. The quantity of active ingredient 

15 allowing effective pharmacological action,.and in particular therapeutic action, can vary 
according to the type of active ingredient, the age and/or to the illness of the patient to 
be treated. 

A subject of the present invention is also the use of a pharmaceutical composition 
according to the invention for a sustained release of the active ingredient(s) it contains. 

20 Such compositions can also possesses other characteristics which optionally depend on 
the characteristics of the initial polycarboxylic polymers such as bioadhesion. Thus, a 
pharmaceutical composition according to the invention can also be used as a 
bioadhesive pharmaceutical system. A subject of the present invention is therefore also 
the use of a pharmaceutical composition according to the invention as a bioadhesive 

25 system. 
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Compositions as defined above in which the polycarboxylic polysaccharide can be 
degraded by the fl ora of the colon can also be used as a specific release system at the 
level of the colon by the action of microbial flora. The concept of specific release at the 
level of the colon by the action of microbial flora is based on the property of the colon 

5 to possess a very abundant microbial flora which, moreover, has the potential to 
metabolize substances which are slightly degraded or not degraded by the upper part of 
t he digestive tub e. Such compositions are particularly suitable for conveying active 
ingredientsjntended for the treatment of diseases of the colon, which allows their 
effectiveness to be increased and their side effects to be reduced. These active 

10 ingredients include steroids such as dexamethasone or hydrocortisone, non-steroidal 
anti-inflammatories such a s 5 -aminosalicylic acid, antineoplastics such as methotrexate 
or tamoxifen, antispasmodics and chemotherapy agents. Such compositions are also 
particularly suited for conveying active ingredients w hich ar e absorbed more efficiently 

s ' 1 

a t the l evel of the colon such as steroids or xanthine. Their direct administration at the 
< . < , < ' 

15 level of the colon allows their effectiveness to be increased. Such compositions are also 
particularly suited to conveying active ingredients which are degraded in the upper parts 
of the digestive tube. Among these active ingredients, there can be mentioned peptides 
and proteins such as oral vaccines, insulin, contraceptive peptides, plasminogen 
activator peptides, growth peptides, LH/RH^ 

20 These following examples are presented in order to illustrate the above processes and 
should in no event be considered as restriction to the scope of the invention 

EXPERIMENTAL PART 

Example 1 

1.33 of the sodium salt of chondroitin sulphate (A at 70 %, C at 30 %) (CS), 0,29 of the 

25 sodium salt of p olymethac rylic acid (PMA) and 3.35 g of L-lysine mon ohydrochloride 
\-* , ^ . 

are mixed together in 9 ml of bidistilled water until a limpid solution is obtained which 
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is subsequently degassed. Then 4.59 g of N-ethyl-N f -(3-dim ethylamino proyl) 
carbodiimide hydrochloride (EDC) is added. The pH is maintained between 6 and 7 by 
successively adding of 25 N hydrochloric acid. The reaction is carried out at ambient 
temperature for 6 hours. Then, the reaction medium is transferred to a dialysis apparatus 
5 (Spectra/por, cutoff threshold 12-14 KD) and dialyzed four times against 4 litres of 
water each time. The precipitate obtained in this way is washed with water then dried. 
The sought chondroitin sulphate and polymethacrylic acid copolymer is obtained with 
an average mass = 1.53 ± 0.12 g. The use of sulphur as a marker for chondroitin 
sulphate allows the definition by elementary analysis of the percentage by mass of 
10 chondroitin sulphate in the copolymer which is equal to 59 ± 2 %. 

Example 2 

The operation is carried out in the same manner as in Example 1 , but using. 1 .77 g of L- 
lysine monohydrochloride and 2.76 g of EDC. The mass of the copolymer obtained is 
1.06 ± 0.15 g; the percentage by mass of CS in the precipitate is 55 ± 2. 

15 Example 3 

The operation is carried out in the same manner as in Example 1 5 but using 7.06 g of L- 
lysine monohydrochloride and 8.21 g of EDC. The mass of the copolymer obtained is 
1.61 ± 0.12 g ; the percentage by mass of CS in the precipitate is 61 ± 1 . 

Example 4 

20 The operation is carried out in the same manner as in Example 1, but using 3 g of 
histidine instead of L-lysine. The mass of the copolymer obtained is 1.94 ± 0.01 g ; the 
percentage by mass of CS in the precipitate is 48 ± 3. 



Example 5 



The operation is carried out in the same manner as in Example 1, but using 0.43 g of 
PMA, 4.5 g of L-lysine monohydrochloride and 5.82 g of EDC. The mass of the 
copolymer obtained is 1.86 ± 0.05 g ; the percentage by mass of CS in the precipitate is 
58 ±2. 

Example 6 

The operation is carried out in the same manner as in Example 1, but using 0.58 g of 
PMA, 5.45 g of L-lysine monohydrochloride and 7.05 g of EDC. The mass of the 
copolymer obtained is 2.07 ± 0.01 g ; the percentage by mass of CS in the precipitate is 
54 ±2. 

Example 7 

Tests on the solubilization of the copolymer of Example 1 are carried out in the 
following solvents and mixture of solvents: water of pH 3 and 7, acetonitrile, ethanol, 
tetrahydrofuran, dichloromethane, dimethylsulphoxide, dimethylacetamide, acetone, 
dioxane, triethylamine, chloroform, petroleum ether, hexane, dimethylformamide, 
benzyl alcohol, heptane, isopropyl alcohol, 1 ,2-propanediaol, water/acetone mixture (50 
% / 50 %), water/ethanol mixture (50 % / 50 %). 

The copolymer is insoluble in all these solvents which demonstrates its cross-linked 
character. 

Study of th e enzymatic degradation of copolymers 

1- spectroscopic study 



We are here studying the degradation of the copolymers of the invention based 
chondroitin sulphate by chondroitinases, enzymes of the microbial flora of the colon. 
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Suspensions of the copolymers of Examples 1 to 6, in a buffer (acetate/tris/albumin) at 
pH 7.3, are prepared and stirred for a few hours in order to stabilize them. The 
suspensions contain 67 mg of CS/ml of buffer. A solution of chondroitinases is added at 
a rate of 3.10-3 EU (Enzymatic Unit) for each mg of CS contained in the suspension. 
5 The mixture is incubated at 37°C. At determined times, a suspension is centrifuged at 
4°C then filtered. Then a study of UV absorbance of the supernatant is carried out. The 
disaccharides originating from the degradation of the CS have a maximum absorption at 
230-240 nm (Yamagata, T. et al., J. Biol. Chem., 243(71 : 1523-1535 (1968); Salyers, 
A. et al., J. Bacterial., 143(2) : 772-780). The control is a solution of non cross-linked 
1 0 CS prepared under the same operating conditions as above. 

The kinetics of the appearance in solution of the disaccharides originating from the 
degradation of non cross-linked CS and from the copolymer obtained in Example 1 are 
presented in Figure 1 below. 

These results show that the copolymer of Example 1 is degraded by the enzymes. 
1 5 Comparison of the degradation of the copolymer of Example 1 with that of the control, 
shows that the copolymer, although cross-linked, is rapidly degraded by the enzymes. 

The same tests are carried out on the copolymers of Examples 2 to 6; the results show 
that these copolymers containing the CS are degraded by the chondroitinases. 

2- Rheological study 

20 The enzymatic degradation of the copolymers leads to the appearance of molecular 
chains of smaller sizes and should therefore lead to a reduction in the viscosity of the 
medium in which they are suspended. 

A suspension of the copolymer of Example 1 in the buffer mixture 
(tris/acetate/albumin) is prepared under the same operating conditions as those used in 
25 the spectroscopic study as presented above. Then 4 ml of suspension is incubated in the 



cylinder of the rheometer {Haake RS 100) maintained at 37°C. Measurement of the 
initial viscosity (h) is carried out. Then 0.8 EU of chondroitinases dissolved in 160 ml 
of water are added to the suspension. The control is a suspension of the copolymer of 
Example 1 prepared under the operating conditions previously described, without 
addition any enzyme and diluted in 160 ml of water. The evolution of the viscosity is 
monitored over time. The experiment is carried out twice for each test. 

Figure 2 is a semi-logarithmic illustration of the evolution of the viscosity of the 
suspension of the copolymer of Example 1 in the presence of enzymes (continuous line) 
or in the absence of enzyme (dotted control line). The viscosity of the control, which is 
of the order of 17 ± 3 mPa.s, does not vary over time. On the other hand, in the 
presence of enzymes, the viscosity progressively drops from 17 mPa.s to 3 mPa.s over 
55 minutes then becomes quasi-stable. This significant drop in viscosity is explained by 
the degradation of the copolymer by the enzymes. 

Moreover, following the above spectroscopic and rheological studies carried out under 
the same operating conditions, there can be observed, after incubation in the presence of 
enzymes for 55 minutes, a virtually total drop in viscosity although only part of the 
disaccharides originating from the degradation of the CS which is detected in solution. 
The degradation of a few sites of the copolymer by the enzymes is sufficient to entail a 
collapse of the three-dimensional network of the copolymer. 

Study of sustained release tablets 

The cross-linked copolymers of Examples 1-6 are sieved then mixed with 
aminosalicylic acid (5ASA) and magnesium stearate (mass ratio 79.5/20/0.5). Then the 
250 mg tablets having a hardness >100 N are prepared by direct compression. 

Dissolution tests are carried out on the tablets prepared- in this way, in a device with a 
rotating vane (DISSOLUTEST) at 37°C under stirring at 50 revolutions/minute. The 
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dissolution medium used is a buffer mixture of pH 1.2 and 7.5 respectively 
corresponding to the artificial gastric and intestinal medium (without enzymes). For 
each formula and in each medium, the test is carried out three times. At determined 
times, a sample of the dissolution medium is taken and filtered. Dosage of the 5 AS A is 
5 carried out by UV spectroscopy. 

Table 1 below summarizes the time (in hours) taken to release 50 % of the initial dose 
of 5ASA (t 50 %) obtained in artificial gastric and intestinal media. 



Table 1 


Example 


l 50% 


tso% 




(gastric medium) 


(intestinal medium) 


1 


2.88 


7.66 


2 | 


1.42 


1.66 


3 


6.48 


8.29 


4 


1.22 


1.59 


5 


7.94 


8.65 


6 


7.96 


11.05 



In gastric medium, the t 50 o /o 's vary from 1.2 et 8 hours thus allowing the release of the 
10 active ingredient to be modulated according to the type of copolymer. Among these 
copolymers, the copolymers of Examples 3, 5 and 6 respectively having a t 50 o /o 's of 6.5, 
7.9 and 8 hours, significantly moderate the release of active ingredient. 

In an intestinal medium, the t 50% 's vary from 1 .6 and 1 1 hours, also allowing modulation 
of the release of the active ingredient according to the type of copolymers. Moreover, a 
15 significant moderation of the release of the active ingredient is obtained with the 
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copolymers of Examples 1, 3, 5 and 6. In fact, the t 50 o /o 's obtained with these copolymers 
are 7.7, 8.3, 8.7 and 1 1 hours respectively. 

The synthesized copolymers therefore allow the creation of sustained release 
pharmaceutical systems according to the characteristics of the cross-linked copolymers. 
More particularly, those which possess the property of significantly modulating the 
release of the active ingredient and being degradable by chondroitinases appear to be 
useful candidates for creating sustained release systems at the level of the colon by the 
action of the microbial flora. 
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Claims 



1- Cross-linked copolymers based on non cross-linked polycarboxylic polymers and a 
cross-linking agent comprising at least two amine functions, said copolymers 
comprising at least one polycarboxylic polysaccharide and at least one other non cross- 
linked polycarboxylic polymer which is not a polycarboxylic polysaccharide. 

5 2- Copolymers according to claim 1, characterized in that the polycarboxylic 
polysaccharide is chosen from glycosaminoglycans, pectinic or alginic acid. 

3- Copolymers according to one of the claims 1 or 2, characterized in that the 
polycarboxylic polysaccharide is a glycosaminoglycan chosen from hyaluronic acid, 
chondroitin sulphate, heparin, dermatan sulphate, heparan sulphate and keratan 

10 sulphate. 

4- Copolymers according to one of the claims 1 to 3, characterized in that the non cross- 
linked polycarboxylic polymer which is not a polycarboxylic polysaccharide, is chosen 
from polycarboxylic acrylic polymers, poly(glutamic acid), poly(aspartic acid), 
poly(maleic acid), poly(malic acid) or poly(fumaric acid). 

15 5- Copolymers according to any one of claims 1 to 4, characterized in that the non 

J" 

cross-linked polycarboxylic. polymer which is not a polycarboxylic polysaccharide is a 
polycarboxylic acrylic polymer. 

6- Copolymers according to claim 5, characterized in that the polycarboxylic acrylic 
polymer is poly(acrylic acid) or poly(methacrylic acid). 

20 7- Copolymers according to any one of claims 1 to 6, in which the cross-linking agent is 
chosen from diamines, natural or synthetic amino acids or polyamines. 
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8- Copolymers according to claim 7, in which the amino acid is chosen from lysine, 
ornithine or histidine. 

9- Copolymers according to claim 7, in which the diamine is chosen from 
ethylenediamine, butanediamine, hexanediamine, heptanediamine, octanediamine and 
dodecanediamine. 

10- Copolymers according to claim 7, in which the polyamine is chosen from chitosan, 
polyornithine or polylysine. 

11- Copolymers according to one of claims 1 to 10, characterized in that the 
polycarboxylic polysaccharide can be degraded by the flora of the colon. 

12- Copolymers according to claim 11, characterized in that the polycarboxylic 
polysaccharide is chosen from chondroitin-sulphate, hyaluronic acid, pectinic acid or 
heparin. 

13- Copolymers according to any one of claims 1 to 8 and 11 to 12, characterized in 
that the polycarboxylic polysaccharide is chondroitin-sulphate, the other said 
polycarboxylic polymer is poly(acrylic acid) or poly(methacrylic acid), and the cross- 
linking agent is lysine or histidine. 

14- Process for the preparation of copolymers according to any one of claims 1 to 13, 
characterized in that said non cross-linked polycarboxylic polymers are reacted in an 
aqueous medium, in the presence of an activator and of said cross-linking agent. 

15- Process according to claim 14, in which the activator is chosen from carbodiimides, 
quinoline derivatives and mixed anhydrides. 

16- Pharmaceutical composition containing at least one active ingredient and, as an 
inert support or excipient, at least one copolymer according to one of claims 1 to 10. 
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17- Pharmaceutical composition containing at least one active ingredient and, as an 
inert support or excipient, at least one copolymer according to one of claims 1 1 to 13. 

18- Use of a pharmaceutical composition according to one of claims 16 to 17 for 
sustained release. 

19- Use of a pharmaceutical composition according to one of claims 16 to 17 as a 
bioadhesive pharmaceutical system. 

20- Use of a pharmaceutical composition according to claim 1 7, for a specific release of 
the active ingredient at the level of the colon. 

21- Use according to claim 20, to convey the active ingredient intended for the 
treatment of diseases of the colon. 

22- Use according to claim 20, to convey the active ingredient which is absorbed at the 
level of the colon. 

23- Use according to claim 20, to convey the active ingredient which is degraded in the 
upper parts of the digestive tube. 



